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Abstract: Zebrafish is a good model organism for developmental biology and biomedical 
research.  In its early developmental stages, zebrafish is very transparent, and the speed of 
development is rapid, however, its larva is highly pigmented, and thus it is almost 
impossible to observe the internal organs using non-invasive methods.  Here we report the 
effects of antisense morpholino oligonucleotides (MO) and organic compounds which target 
zebrafish melanogenesis.  Antisense MO for zebrafish tyrosinase and phenyl-thiourea 
(PTU) are highly effective to reduce the pigmentation of melanosomes in melanophores. 
Arbutin and Kojic acid are partially effective, and Fullerene C60 is not effective for 
inhibiting zebrafish melanogenesis.  Except for pigmentation, all these reagents did not 
disrupt normal embryogenesis and the left-right specification of the heart.  After 8-day 
treatment with PTU, we succeeded in visualizing the shape of the brain ventricle by 
injecting with Qdot 655 (red nanocrystal).  The inhibition of melanogenesis is useful for the 
study of brain development using zebrafish larvae. 



















黒色色素胞の分化も 48 時間後には視認され、72 時
間後には充分な量の melanosome(黒色色素胞内で
産生される黒色〜黒褐色の細胞小器官)が形成され





Arbutin1,2) や Kojic acid3)は、メラニン形成の初期
段階において重要な Tyrosinase の合成とその活性
を抑制する効果があるとされている。また、最近、


























TGG AGA GAC ATG ATG ATG AAG AGT C-3')を
有 す る 人 工 核 酸 morpholino oligonucleotides 
(tyrosinase MO)を8.3mg/mlの濃度で2.3nl (注射量
19ng)を微量注射し、48 well plate の 1 穴に 1 胚ず
つ入れ、28.5℃で 48 時間、Fish Ringer 溶液中で発
生させた。同腹胚を同様に Fish Ringer 溶液を満た




判定に際し、0.1%(w/v) MS222 を 3.5-9cm ペトリ皿
に満たした Fish Ringer 溶液に数滴滴下した溶液で
稚魚に麻酔をかけ、観察を行った。対照実験として、
human β-globin のスプライシング領域に相補的
な配列(5'-CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT 
A-3')を有する MO を、卵割期胚の割球に 2.8mg/ml
の濃度で 2.3nl (注射量 6.4ng)微量注射し、同様に
48 時間培養し、形態形成および色素分化について観
察した。 
 Fullerene C60 、 1-phenyl-2-thiourea (PTU)、
Arbutin、Kojic acid の化合物投与実験は、採卵直後
または 24-28℃で 1 日間飼育した上で、sphere 期
(Fullerene C60処理群)、 dome期(PTU処理群)、90% 
epiboly期(Arbutin, Kojic acid処理群)に達した胚を
用いた。実験群は、4 種類の化合物のいずれか 1 種








DP-12)または高感度冷却 CCD カメラ(KEYENCE 
VB-7000/7010)を用いて写真撮影した。 
 Fullerene C60 処理においては、実験群の胚は
Fullerene C60-DMSO (dimethylsulfoxide) 飽和溶
液を Fish Ringer 溶液で 100 倍希釈した溶液中で、
対照群の胚は 1% DMSO/Fish Ringer 溶液中で、無
処理群の胚とこれらを同時に発生させた。 
 PTU 処理においては、PTU を DMSO に溶解し
20mM の stock solution 溶液とし、これを 100 倍希
釈した 200μM 溶液中で実験群の胚を発生させた。
対照群の胚は 1% DMSO/Fish Ringer 溶液中で、無
処理群の胚とこれらを同時に発生させた。Arbutin
と Kojic acid は超純水に溶解し、Arbutin 処理や
Kojic acid 処理実験を行った。7.3mM または 73 mM 
Arbutin/Fish Ringer 溶液、あるいは 10 mM または
20mM Kojic acid/Fish Ringer 溶液を用いて胚を培
養し、同時に採卵した無処理群(両処理で共通)の胚
と同じ温度で同調させて発生させた。 
 Dome 期から PTU 処理し、8 日間 PTU 存在下で
培養した稚魚を用い、赤色蛍光を発する超微粒子(量
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mRNA の 翻 訳 を 抑 制 す る morpholino oligo- 
nucleotides (tyrosinase MO)を卵割期胚の割球に 
19ng 微量注射し 48 時間培養したところ、実験群で
は、黒色色素胞の低形成がはっきりと観察された
(n=14)。黒色色素胞の形成が殆ど生じず、白化した









































た。特に、73mM の Arbutin 処理胚では、色素判定
を行った胚のうち、25%(n=34/135)の胚において、
黒色色素胞の大きさが小さくなる効果が現れた(図
2E; 図 2F は同時に培養した無処理群)。その効果を
主因として、黒色色素胞に覆われる面積が減り、体
表全体が明るく感じられた(n=39/135, 表 1)。一方、
図 1. zebrafish tyrosinase の翻訳開始点領域に相補的な
antisense morpholino oligonucleotideのmelanin形成に
対する効果. 
図 2. 各種有機化合物の zebrafish黒色色素胞に対する効
果. PTU は黒色色素胞のメラニン合成を完全に抑制し，
Arbutin と Kojic acid は完全ではないが抑制した. 




(n=101/135, 表 1)。 
 




(n=103/142, 図 2G, 表 1)、Arbutin よりも白化効果
が高いことと、その効果に個体差が少ないことが分
かった。Arbutin あるいは Kojic acid 処理後、奇形
や心臓逆位が無処理群より増加することはなかった。 
 
PTU 処理後の稚魚への Qdot 注射 





















ある tyrosin から DOPA への水酸化反応と、DOPA
から DOPA キノンへの酸化反応を触媒し、この反応
が melanin 生成の律速段階とされている。今回、
tyrosinase mRNA の翻訳を阻害する tyrosinase 
MO を卵割期胚の割球に微量注射し Tyrosinase タ
ンパク質の合成を阻害した実験は、黒色色素胞の着
色を阻害して胚を白化させ、先行研究 8)の結果を支
持した(図 1A)。また、dome 期から Tyrosinase 阻
害剤 PTU で処理した実験は、tyrosinase MO 注射
胚の場合と同様に胚の白化を誘導し、黒色色素胞の






















今回実験に用いた PTU、Arbutin、Kojic acid は、
白化に有効な濃度のアッセイでは胚発生に殆ど影響
せずに、黒色色素胞の形成を抑える結果を示した。






う報告がある 9)。今回は単独で用いた Arbutin と
Kojic acid の混合溶液に胚を浸漬することで、更な
る白化効果が期待できるかも知れない。 
 一方、Fullerene C60は、zebrafish 胚の黒色色素
胞の着色に殆ど影響を与えることはなかったが(図
2A, 表 1)、これは魚類と(Fullerene が白化効果を示
す)ヒトとの黒色色素の形成機構の差異を反映して 
い る 可 能 性 が あ る 。 調 製 直 後 の Fullerene 
C60-DMSO 飽和溶液のスペクトルを測定したとこ
図 3. PTU 処理を 8 日間継続した稚魚の脳室内に Qdot を
微量注射. 左は通常の冷光を用い明視野下で観察した. 
脳室内にQdotが認められる. 右はB励起波長下での蛍光
観察. 脳室内の Qdot の分布が鮮明かつ詳細に観察される.
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される(図 3)。しかしながら、稚魚が生後 8 日目と
まだ若いこともあり、脳室内の空間は大変狭く、ツ
メガエル幼生では比較的容易に観察することの出来
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